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移植臓器 の 機能的予後に 大きな影響を与え る虚dl, 再 准流障害 に お い て , 腫 瘍壊 死 因 子 a (t u m or n e cr o sis fa ctor
- α ,
T NF- α), イ ン タ ー フ ェ ロ ン ーT(interfer o npT), 額粒 球 コ ロ ニ
ー 形成刺激因子 (gr a n ulo cyte c olo ny-Stim ulating fa ct or･ G-C S F)∫
イ ン タ ー ロ イ キ ン ー6 (interleukin-6, II;6), イ ン タ ー ロ イ キ ン 8ー(interle ukin-8･Ⅰし8) 等の サ イ ト カ イ ン や 細胞 間接 着分子
(inter c ellula r ad he sio n m ole c ule-1, IC A M-1), 血管細胞接着分子 (va s c ular c eu ad he sio n m olec ule-1･ V C A M-1)･ E-セ レ ク チ ン
等の 接着分子 が 関与 して い ると考 え られ て い る が , そ の 磯序 に 関 して は未だ 解明され て い な い 点が 多い ･ また , こ れ らの
サ イ
ト カ イ ン 遺伝子お よ び撞着分子遺伝子の 発現に は , 転写 因子で ある核内因子 にB(nucle arfactor
- KB･ N F-KB)の 活性化が必要で
ぁるが , 虚 血 再潅流時の , これ ら の 遺伝子の 転写活性 に つ い て 検討 した報告は な い ･ 虚 血 , 再港流障害 に お け る
N F-だB の 関
与 に つ い て 明 らか に する た め に , 培養細胞 を用 い て l 低酸素化 , 再酸素化に お ける N F沃 B の 活性化に
つ い て 検討す る 目 的で以
下の 実験 を行 っ た . マ ウ ス 線維芽細胞(L-T K
-
細胸) に , I し6遺伝子 の T A T A ボッ ク ス だ け を含む 領域の 上 流に 忙B 配列 の
み を組 み込 んだ もの を リ ポ ー タ ー 遺伝子と して , ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 低酸素化 に よ るI L-6遺伝子 の 転写活性を ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル 化酵素(chlor a mphe nic ola c etyltra n sfer a s e, C A T) ア ッ セ イ で 測定 した ･ 低 酸素化お よび 再酸素化に お
け る N F- KB の D NA 結合活性 を 1L-6 遺伝子の 斤B 配 列を プ ロ ー ブと して 剛 ､ ′ 電 気泳動 シ フ ト ア ッ セ イ (ele ctr ophor etic
m obility shift ass ay, EMS A) 法に て検討 した ･ さら に , N F
一片B の イ ン ヒ ビ タ ー で ある阻害国子 KB(IKBα)の プ ロ セ シ ン グを 抗
Ⅰ 血 抗体を 用 い , ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に て 検討 した ･ そ の 結果 , 低酸素化に よ る Ⅰし6 遺伝子の 転写活性は ∴経時的 に 増強
し, 低酸素 に 5時間暴露 した場合 , コ ン ト ロ ー ル に比 べ , 転写活性は約5倍に 増強 した ･ しか し, Ⅰし6 の 斤B 配列の 変異型 を
組み込ん だも の を リ ポ ー タ ー 遺伝子 と した 場合 , 低酸 素化に よ る IL
t6 遺伝子の 転写活性化を認め な か っ た ･ 低酸 素化 に よ り
N F一 片B の D N A結合活性は誘導 され た が , 再酸素化する こ と に よ
l)元に 復 した ･ 低酸素化に よ り Ⅰ尼Bα は プ ロ セ シ ン グ され た
が , 再酸素化す る こ と に よ り再合成され , 末刺激の 状態 に 戻 っ た ･ ま た , N F一方B の 活性化は , 抗酸化剤 である N
- ア セ チ ル シ ス
テイ ン (N-a C etylcystein e, N A C), ト コ フ ェ ロ ー ル お よび チ ロ シ ン キ ナ ～ ゼイ ン ヒ ビ タ
ー で あ る ゲ ニ ス テ ィ ン を前投与す る こ と
に よ り抑制 され た . さ らに , マ イ ト ジ ュ ン 活性化 プ ロ テ イ ン キナ
ー ゼ (mitoge n activ ated pr otein kin a se, M A P K) フ ァ ミ リ
ー
に 特異的な フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で ある C L lOO発現遺伝子を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し多量発現 させ る こ と に よ り低酸素化に よ
る N F一 片B の 活性化は抑制 され た が , 細胞外 シ グナ ル 規定キ ナ
ー ゼ (e xtr a c ellular sign al-r egulated kin a se･ E R K)の 上 流に 位置
しこ れを 活性化す る M A P/E R K キ ナー ゼ(M E K)の 発現遺伝子を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し多量発現 させ て も N F-KB の 活性
化は抑制 され な か っ た . 以上 の 結果か ら , 低酸素刺激 に よ りⅠ遁 α が プ ロ セ シ ン グ さ れ , 活性 化され た N F-だB が核内に 移行す
る こ と に よ り , KB 配列を 介 した IL-6 遺伝子 の 発現が 誘導 され る と考え られ た ･ さ らに , 低酸素化に よ る N F-KB 活性化 の 経
路に細胞内活性化酸軋 チ ロ シ ン キナ
ー ゼ や よ び E R K以外 の M AP キ ナ
ー ゼ が 関与 して い る 可能性 が 示 唆 さ れ た ･ 以上 よ
り , 虚 血 再湾流障害の
一 散序と して 低酸素化iこよ る N F一にB 活性化の 関与が 示 唆 され た ･
Key w ords hy poxia, ische mia
- rePe rfu sion inju ry, M A P kin ase･ N F- KB･ r eOXy ge natio n
臓器 移植 に お い て , 虚 血 再港流障害 は , 移植臓器 の 機能的
予後に 大きな影響を与え る 因子 と して , 注 目を 集め て い る
l-2-
･
虚血 , 再濯流障害 とほ l 血流 の 途絶に よ り障害 され た 組織が 血
流再開に よ り , さ ら に 障害 され る現象と い え る . 虚 血 再潅流
に よ る蔽織障害 の 磯序 と して , 再 濯流後 に 血 管 内皮や マ ク ロ
フ ァ
ー ジか ら産生 され る化学走化性因子 に よ り, 好中球が 再濯
流を受けた阻織 へ 集積 して 活性化 さ れ , 血 管 内皮細胞 へ 接着
し , さ らに 血管 外 へ 遁走 して , 細胞障害を ひ きお こ す過程が ,
重要で ある と考 え られ て い る
3､■､ 7＼ 好中球 の 集配 血管内皮細胞
へ の 接着 , 血 管外 へ の 遊 赴こ お い て , 腫 瘍壊死 因子 α (tu m or
n e cr osis fa ctor-a , T N F-α), イ ン タ ー ロ イ キ ン ー6(interle ukin-6,
IL-6)】 イ ン
.
タ ー ロ イ キ ン 8ー(interle ukin-8･Ⅰし8) 等の サ イ ト カイ
ン や 細 胞 間接 着 分 子 (inter c ellular ad he sio n m ole c ule-1･
IC A M-1), 血管細胞接着分子 (v a sc ular c elladhe sio n m ole c ule
-
平成 6年12月15 日受付 , 平成 7年1月27日受理
Abbreviatio n s :C A T, Chloram phe nicol acetyl tran sfer a s e; D M E M, Dulbe c c o
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m ;
D M S O, dim etyl sulpho xide; E M S A, electrophoretic mobility shift ass ay; E R K･ e Xtr aC ellular, Sign al
-r egulated
kin ase;F C S, fetal c alfseru m ; G- C S F, granulocyte colo ny
qstim ulating fa ctor; IC A M-1･ inte r c ellularadhe sion
m ole c ule-1 ; IF Nl , interferon-T ; IL-1, interle ukin-1 ; IL-6, interle ukin






















































































低酸素 ′ 再酸素化に お け る NF一片B 活性化の 機序
1, V C A MTl),E - セ レ ク チ ン 等の 接着分子 が 関与 して い ると 考え
られ て い るが
8ト10)
, そ の 機序に 関 して は 未だ解明 され て い な い
点が 多い .
これ ら の サ イ ト カ イ ン 遺伝子お よ び 接着分子遺伝子の 発現に
は , 転写因子で ある核内因子 KB(n u cle arfacto r- KB, N F一応B)の
活性化 が 必 要 で あ る が11 卜 15)よ 虚 血 , 再 濯 流障害 に お け る
N F一だB 活性化の 関与に つ い て 検討 した 報告 ほ な い .
ま た , 最 近 , マ イ ト ジ ェ ン 活性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
(mitoge n a ctiv ated pr otein kin a se, M A P K) フ ァ ミ リ ー が ,
N F一差B 活性化と共通す る幾 つ か の 刺激 で 活性化 さ れ る こ と が
報告 されて い る .
本研究で は , 低酸素 お よび 再酸素化 に お け る N F一差B 活 性化
の 関与と そ の 活 性化経路 , な ら び に , M A P キナ ー ゼ フ ァ ミ
リ ー と の 関連性 に つ い ての 基礎的検討 を行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ . 細胞 および培養法
マ ウ ス 線維芽細胞(L-T K¶)を実験 に 使用 した . 細胞 ほ10% 牛
胎児血清 (fetalc alfs er u m, F C S) を 添加 した DuIbec c o変法
Eagle 培地(Dulbe cc o
'
s m odified Eagle
'
s m edium , D M E M)( 日
水 製薬 , 東京)に て 培養 した . マ ウ ス 線維芽細胞(L-TK一)は ,
大阪大学細胞工学セ ン タ ー 平野俊夫博士 よ り提供 を受けた .
Ⅱ . 低酸素化および 再酸素化の実験モ デル
細胞 を 5% C O2気相下で24時間培養後, 大気 コ ン ト ロ ー ル 培
養 チ ェ ン バ ー (Bellc o, V in ela nd, NJ, U S A) 内に 移 し , 02
(0 %), C 02(5 %) お よ び N2 の 混合 ガ ス を 101/min の 流量で 5分
間, 注入 した 後, 37 ℃の 恒温室に 静置 した . こ れ を 低酸素化と
した ･ 1 時間, 3時間 , 5時間, 7時 間後 に 培養細胞を大気 コ
ン ト ロ ー ル 培養チ ェ ン バ ー か らと り だ し, 通常の 酸素濃度下 の
CO2培養装置内に 置換 した . こ れ を 再酸素化と した .
Ⅲ ･ 低酸素化に よ る N F一 尺B の 転写活性化 の測定
低酸素化に よ る N F一片B の 転写活性化 は , Ⅰし6 遺伝 子 の
T A T A ボッ ク ス だ け を 含む 領域 の 上 流 に I し6遺伝子 の 忙B 配
列 (5
1
- G G G A T T T T C C C-3
'
) の み を 3 つ 組 み 込 ん だ も の
(IL-6忙B C A T) を リ ポ ー タ ー 遺伝子 と し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た 細胞 を 用 い , ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル 化 酸 素
(chlora mphe nic ola c etyltra n sfer as e. C A T) ア ッ セ イ に て 測定 し





-G G G A T T T T C旦⊆-3
'
) に 変 異 さ せ た リ ポ ー タ ー 邁 伝 子
(pKBm t) を 用 い , C A Tア ッ セ イ を 行 っ た .
C A Tア ッ セ イ の 方法を 以下に 示 す . 細 胞 を 60m m デ ィ ッ
シ ュ に 1･5×10
6
個播種 し, 5 % F C S添加 DM E M培地で24時間
培養後 , リ ポ ー タ ー 遺伝子 5鵬 を ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ー デ キ
ス ト ラ ン 法16
､
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した . ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の 効率を 上げ る 目的 で , 90分後 , 10% ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド(dim etyls ulpho xide, D M S O)(SI G M A, St. Lo uis, U S A)含
有 DM E M培地 2mlを 添加 し 2分間静置 した後 , D M E M培地
に て 洗浄 し, 24時日乳 無血清 D M E M培地に て 培養 した .
細胞を 大気 コ ン ト ロ ー ル チ ェ ン バ ー 内に 一 定時間静置 L て低
酸素に 暴露後∴通常の 酸素濃度下 の C O2培養装置内で 5時間培
55
養 し , 超音波発生装置 を用 い , 緩衝 液(0･25 M Tris- H Cl, pH
7･8)8毎1内で ホ モ ジナ イ ズ し, 細胞質内蛋白質を抽出した .
抽出 した 蛋白質 勒 g と 14C-ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (25〟Ci/
ml)(ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京)5〟1と 4m M ア セ チ ル コ エ ソ ザ
イ ム A 2恥lと を37 ℃, 90分間イ ン キ エ ペ ー シ ≡ ン 軋 シ リ カ ゲ
ル TL C プレ ー ト(ME R K, Dar m stadt, Ger m any)に展開 し, バ
イ オ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イザ ー B A Sl OOO(F UJIX, 東京) で転
写活性 を測定 したIT】 .
ま た , N F沃8 の イ ン ヒ ビ タ ー で ある Ⅰ摘 α 遺伝子 , M A P キ
ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 特異的な フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で ある C Ll OO
遺伝子 (0･2〟g), お よ び , M A P キナ ー ゼ の 上 流 に 位 置 し ,
M A P キナ ー ゼ を 活性化する M A P/E R K キナ ～ ゼ 1 (M E K l)
の ドミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブの 発現遺伝子(2描) を リ ポ ー タ ー 遺伝
子と コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 強発現させ た 軋 低酸素 に 暴
露 した ･ 抗酸化剤 で あ る N- 7 セ ナ ル シ ス テ イ ン (N-a C etyl
CyStein e, N A C)(50m M), ト コ フ ェ ロ ー ル (1 0FLg/ml) お よ び,
テ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で ある ゲ ニ ス テ ィ ン (5恥 M)
ほ , 低酸素暴露開始 2時間前に 培地中に 添加 した .
Ⅳ . N F一 差 B の D N A結合活性
低酸素化 およ び再酸素化に おけ る N F-KB の D N A結合活性
は , 電気泳動 シ フ ト ア ッ セ イ (ele ctr ophor etic m obility shift
a ss ay, E M S A) 法に て 検討 した柑)19,.
II; 6 遺伝子の 斤B 配列(5
'
-G G G A T T T T C C C-3一)を プ ロ ー ブ
と して 用 い た . D N Aフ ラ グ メ ン ト 1pg,
32p-CTP (ア マ シ ャ ム
ジ ャ パ ン)3FLl, Kle n o wポ リ メ ラ ー ゼ (1.6u/ml)(東洋紡, 東京)
1･5れ 10倍 Kle no w緩衝液(東洋紡)2止 5m M の ア デ ニ ン , グ
ア ニ ン , チ ミ ン の 混合液(2山), お よ び , 再蒸留水を加え た溶液

















Ba sa1 1 3 5 7
Hy poxia(hr)
Fig.1. Hy po xia-indu c ed tr a n s criptio nalactiv atio n of N F-KB.
L-T K~ c ells w eretra n sfe cted with the Iし6KB C A T
reporter ge n e which c o n tain s thre e fu n ctio n al N FTKB
binding sites a nd w er e e xpos ed to hy po xia for various
tim e s･
.
Celle xtr acts w ere prepar ed for C A Ta ctivity
deter m ln atio n. CA Ta ctivities w er e xpre s sed r elativ eto
the ba s al C A Ta ctivity w hich w as set at a v a.lu e of l.
Cells tra n sfe cted with IL-6KB C AT incre as ed their C A T
a ctivity 5-foldafter a5-ho u r expo s ur eto hypoxia. * ,
p<0･05c o mpar edto the r elativ eC A Ta ctivity ofthe c els
Which w ere expo s edto l-ho urhypo xia(Stude nt'st test).
1ymphocyteイu n ctio n asso ciated a ntigen-1; L PS, 1ipopolys a ccharide ;L T B4, 1e ukotriene B 4; M A P K, mitoge n
activ ated protein kinas e; M E K, M A P/E R K kina se; N A C, N- a Cetyl cystein e; N F- KB, n u Clea rfact｡,- KB; P A F,




P で標識 した .
細胞を 大気 コ ン ト ロ ー ル チ ェ ン バ ー 内で , 1時間 , 3時 臥
5矧乳 7時間 , 低酸素 に 暴露 した 直敵 お よび , 5時間低酸
素暴露後 1時臥 2時間 , 再酸素化 した 直後に , Digna m ら
川)の
方法に 従 っ て 仁 核内蛋白質を抽出 した .
核内蛋白質 12FLg を 混 じた 緩衝液 (20m M H E P E S, pH 7･5,
40m M K Cl, 0.2mM E D T A. 1mM dithiothr eitol, POly(dI･dC)-
poly(dI･d C)2FLg, 10%グ リセ ロ
ー ル , 2% ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー
ル)1叫 を 室温 に て10分間静置後 , 3 0000cpm ル1に 調整 した プ
ロ ー ブ 届 を添加 し, 室温に て20分間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ソ 後 ,
4%ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で 電 気泳動 した
獅 1)
･ ポ ジ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル と して , ヒ トリ コ ン ビ ナ ン トイ ン タ
ー ロ イ キ ン ー1
(hurn a n r ec o mbinantinterle ukin ,1. hu m an r e c o mbin a ntIL
-1)
(20□g/ml) を核内蛋白抽出30分前 に 投与 した ･
プ ロ ー ブ と結合 した 蛋白質 が N F一片B で ある こ とを 同定す る
目的で , IL-6 遺 伝子の 忙B 配列 を含 む D N Aフ ラ グ メ ソ ト
30ng, リ コ ソ ビナ ン トⅠ〟鮎 1豚 N F
一にB の サ ブ ユ ニ ッ トで ある





32P で標識 した プ ロ ー ブ と反応 させ , E M S Aを














Ba s al IL- 6 K B C A Tp K B mt
Hy po xia 5 h
Fig. 2. Hy po xia-induced にB-depende nt tr a n scrlPtlO n al
activation. L-T K
~
c ells w e retr a n sfected with the II; 6
差B C A Treporter ge n e o rwith the pKBmt r eporte r ge n e
which iside ntic a王to II. -6斤B C A Te x c eptits thr e eN F- KB
binding sites hav e be e n m utated, a nd w er e e xpo s ed to
5･ho u rhy po xia. Ceile xtr a⊂tS Wer e Prepar ed for C A T
a ctivity dete r min atio n. W hen pKBmt w astr a n sfe cted, n O
trans crlpt O n al a ctiv atio n by hypo xia w as obs er v ed. * *,
P< 0. 1c o mpar ed to the relativ eC A Tactivity ofthe c ells
､
Which w er etra n sfe cted with the IL-6忙B C A Treporte r
ge n e(Stude nt
'
s t te st).
Ⅴ . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法に よる Ⅰ〟 B α の プ ロ セ シ ン グの
評価
N ト忙B の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る , Ⅰ丘Bα の プ ロ セ シ ソ グ を
S DS-P A G E で検討 した .
低酸素刺激後 , 細胞 を緩衝液(20m M Tris-H C L, PH 7■4,0･1 %
S D S, 1 % ト リ トン , 10 % デ オ キシ コ
ー ル 酸ナ トリ ウ ム)50〟1 で
ホ モ ジ ネ ー シ ョ ン して 抽出 した試料 15JJl と 2-メ ル カ プ ト ニ ク
ノ ー ル (和光純薬 , 大阪)3〃l と を 混和 し , 2 分 間 , 煮 沸後 ,
1 0%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動 した . E C しニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 険 (ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン) に 転写 し , こ の ニ ト ロ セ ル
ロ
ー ス 膜を抗 ⅠだBα 抗体と反応 させ , ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン ー ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法 に よ り発色さ せ た .
Ⅵ . 統計 処理法
C A Tア ッ セ イ 法で測定 した Ⅰし6 遺伝子の 転写活性 は t 平均
値 ± 標準偏 差 (S D) で 表現 し た . 各 平 均 値間 の 検定 に は
Stude nt t 検定を 行い , P <0.05 を有意と した .
成 績
Ⅰ . 低酸素化によ る N F㌧ に8 の転写活性
低酸素化 に よ る Ⅰし6 遺伝子 の 転写活性を C A Tア ッ セ イ で
測定 した結果を図1 に 示 す . Ⅰし6 遺伝子の 転写活性は , 経時的
に 増強 し, 低酸素 に 5時間暴露 した 場合 , コ ン ト ロ ー ル に 比
べ
, 約 5倍 に 増強 した .























Ba s al No n e]K B α V e cto r
Hy po xia 5 h
Fig. 3. Effe ct ofthe e xpres sion of I忙Bα O nhypo xia
-indu c ed
にB -depe ndent trans criptio nal activ atio n. し T K
~
c ells w er e
c otr a n sfe cted with the e xpr es sio n v e ctor of I忙Bα a nd w er e
e xpos ed to 5
-ho urhy po xia･ Celle xtr a cts w er epr epa red
for C A Ta,Ctivity determin atio n. W he n the e xpr esio n
v ector of I斤Bα W a Str a nSfe cted, n Otr a n S Criptio nala ctiv at-
io nby hypo xia w a s obs er v ed.
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(5
'




-G G G A T T T T C⊆旦-3
'
)に 変異さ
せ た リ ポ ー タ ー 遺伝子 (p斤Bmt) を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した
後 , 低酸素に 5時間暴露 さ せ た 場合 , IL-6遺伝子 の 転写活性化



























Ba s aI No n e N A C Ge n To c o
Hypo xia 5 h
Fig. 4. Effe ct of tyr osin ek ina s einhibitor s a nd a ntio xida nts
O n £BTdepe nde nt tra n scriptin al activ atio n indu c ed by
hypo xia･ L-T K- c ells w er e e xpo s edto hypo xiafor5 ho ur s
in the absc e n c e orpr e sen c e of ge nistein (Ge n) (50pM),
N-a C etyl cystein e(N A C) (50m M) or α-tO C OPher ol(To c o)
(10〟g/ml). K:B-depe nde nt tra n scriptio n al a ctiv atio n w a s
e stim ated by C A Ta ctivlty dete rmin atio n. Pr etr e atm e nt
Of c ells with tyr o sin e kin a seinhibitor s a nd a ntio xida nts
inhibited the tr a n sc riptio n al a ctiv atio n by hy po xia. * ,
P<0.05c o mpar ed to the relative C A Tactivity ofthe c ells
Which w er e e xpo s edto 5-ho urhypo xia(Stude nt
'
s t te st).
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㌔ が 渦 潮
'
タ ー で ある Ⅰ尼Bα の 発現遺伝子を リ ポ ー タ ー 遺伝子 と コ ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し 仁 多量発現 させ る こ とに よ り , IL-6遺伝子の
転写活性化は抑制 され た .
低酸素暴露開始 2時間前 に , 抗酸 化剤で ある N A C, ト コ
フ ェ ロ ー ル
, チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー で ある ゲ ニ ス テ ィ
ン を 培地中に 添加 した . そ の 結果 , 図4 に 示 すよう に , 低酸素
に よる Ⅰし6遺伝 子の 転写活性化ほ ▲ これ らの 薬剤に よ り , 有意
に 抑制され た .
Hy po xia 州 No r m o xia 伸)
⊥ 0 1 3 5 7
a†te r5 h hy po xia
l ~~ 1
1 2
N F- だ B ヰ
Fig･ 5･ E M S Aof the D N A binding a cti vity of N F-KB.
L- T K- c ells w er e e xpos ed to hypoxia a nd the n n or m oxia
for variou stim e s. Nu cle ar e xtra cts w er eprepared for
E M S Aan alysis with II;6 KB pr obes. T he D N Abinding
a ctivity of N F一 片B wa sindu c ed by hypo xia .
B
Oxic )L- 1 日y po xia
ミ■ ｢ ご ｢ [
武㌔拭㌔㌍㌔
¢
ヰ NF- ∬ B サ
Fig･ 6. E M S Aofthe D NA binding a ctivity of N F成B. L
-T K-c ells w e re e xpo sed to hypo xiafor5 ho ur s. Nu cle ar e xtr a cts w ere
pr epar ed forE M S Aa n alysis with IL-6 rcB pr obe s. A, Hypo xia-indu c ed D N A bindng activity w a s abolished by c o mpetition with
a n e x c es s of u nlabelled oligo n u cle otide (30ng) which c o ntain s 片B site s(la n e s c o mp, COm petitor). B, Hy poxia-indu c ed D N A
binding a ctivity w a s abolished byI斤Ba (1 p g).
58
Ⅲ . 低酸素化 お よび再酸素化 に よ る N F
- 〟 B の D N A結合活
性
低酸素化お よ び再酸素化に お ける N F一にB の D N A結合活性
を E MS A法 に て 分 析 し た 結果 を 図 5 に 示 す ･ N F-にB の















N F_ 〟 B - づト
Fig.7. Supershift a ss ays of N F-KB-binding a ctivityindu c ed
by a 5-hourhypo xia･ Pr einc ubatio n of 12i
lg O王 n u cle ar
e xtra cts fr o m L-T K- cels tre ated with hy po xia with
pr eim m u n e(c otrol), a nd a nti-p50(α50) a nd a nti-P65(α65)
s er abefor eE M S Ar es ulted in s upershift ba nds c o n siste nt
with the for m atio n of D N A-Pr Otein
-a ntibody c o mple x e s
c o ntaining p50a nd p65･
Hy po 又ia 5 h
㌔㌔ 渾 ㌔
N F- だ B - → ト
Fig. 8. Effect oftyr o sin ekin as einhibitors a nd a ntioxida nts
o n hypo xia
-indu c ed N F- KB binding a ctiv atio n･ Nu cle ar
extr a cts pr epa r ed fr o m L- T K
~
c e11s expo sed to 5-ho ur
hypo xiain the abs c e n c e or pr es e n c eofge nistein (Ge n)(50
FLM)orN-a C etyl cysteine(N AC)(50mM) w er e a n alys ed o n
E M S A with IL-6 KB pr obes. Pr etr e atm e nt of c eus with
tyro sin e kina seinhibitors a nd a ntio xida nts inhibited the
hypoxia
-indu c ed N F- KB binding a ctiv atio n･
D N A結合活性は , 低酸素暴霹後 1時間 目か ら誘導 さ れ , 低酸
素 に 5時間暴裔 させ た 軋 再酸素化す る こ と に よ り, 元 に 復 し
た .
IL-6 遺伝子の KB 配列を 含む D NA フ ラ グ メ ン ト 30ng を あ
らか じめ , 核 内蛋白質と イ ン キ エ ペ - シ ョ ン した 後 ,
32
P で標
識 した プ ロ･【 ブ と反応 させ , EM S Aを 行 っ た (コ ン ペ テ ィ シ ョ
ン ア ヅ セ イ) 結果を 図 6 Aに 示 す. KB 配列を 含む D N Aフ ラ グ
メ ソ ト と 核内蛋白質を予 め イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る こ と に よ
り, N F-にB の D N A結合活性 ほ消失 した ･
ま た , 図 6 Bに 示 すよ う に , リ コ ン ビナ ン ト Ⅰ斤Bα 1鵬 を あ
らか じめ , 核 内蛋白質と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し . プ ロ
ー ブと 反
応 させ た 軋 E M S A を行 っ た 結果 , N F-KB の D N A結合活性
ほ消失 した .
抗 p50抗体と抗 p65抗体を そ れ ぞれ , 核内蛋白質とイ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後, プ ロ ー ブ と反応 させ 】 E M S A を行 っ た
(ス ー パ
ー シ フ ト ア ッ セ イ) 結果を図7 に 示 す ･ 抗 p50抗体お よ
び 抗 p65抗体を投与す る こ と に よ り, そ れぞれ , バ ン ドが シ フ
ト した .
抗酸化剤である N A C お よびチ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー
で ある ダ ニ ス テ イ ン を低酸素暴霹 2時間前に 培地に 投与 し, そ
の 効果 を EM S Aに て 分析 した 結果を図 8に 示 す ･ 低酸素 に よ
る N F-XB の D N A結合活性 は , N A C お よび ゲニ ス テ ィ ン の 前
投与に よ り抑制 され た .
Ⅲ . 低酸素化 お よび再酸素化に お け る 1斤 B α の プ ロ セ シ ン
グ
低酸素化お よ び 再酸素化に おけ る , Ⅰ忙Bα の プ ロ セ シ ン グ を
抗Ⅰ忙B 抗体 を用 い , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で 分析 した 結果を図
9に 示 す .
呵 W 油 鹿 町 N 糾
･
ロきく ほ 拍1 町
立11 酎 $h 恒嘩 加 減
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圭だ B α - サ ･ 甑 御 伽 払ふふふ
Fig.9. We ster nblot a n alysis of I忙Bα Pr Oteinin L-T K~c ells
which w er e e xpo sed to hypo xia a nd the n n or m o xia fo r
v ario u stim e s. Ce11e xtra cts w er eprepar ed for W ester n
blot a n alysis with anti IにBα a ntis er u m･ IK:Bα PrO C e SSing
w a sindu c ed by hypo xia but n otby re o xy ge n atio n･
Hy pく} Xia 5 h
ほ. 一 1 Cき▼X.始 No ㈹ N ÅC
G 即
蔓 好 B α ヰ
N S → ト
Fig,10･ Effe ct of tyro sin ekin as einhibitor s and a ntio xi
da nts
o n hypoxia-indu c ed IKBα pr OC eS Sing･ Cell e xtr a cts
pr epared fr o m L
-T K- c eus expo s ed to 5-ho u rhypo xia in
the abs c e n c e orpre s e n c e of ge nistein (Gen) (50pM) or
N-aC etyl cystein e (N A C) (50 m M) w er? a nalys ed by
We sternblot a n alysis with anti I斤Bα a ntis er u m･ Pr etre a-
tment of c ells with tyr osin ekin a s e,inhibitor s a nd a n
tio xi-
da ntsinhibited hypo xia-indu c ed I斤Bα pr O C eS Sing･



















No n e C Lwt C Lmt M E K Ve cto r
Hy po xia 5 h
Fig. 11. Effe ct of M E K do min a nt n egativ e a nd CL lOO
e xpr e ssio n o n 忙B-depe nde nt tr a n sc riptio n al a ctiv atio n
indu c ed by hypo xia. L-T K- c ells w ere c otr a n sfe cted with
斤B r eporter ge n es a nd C Ll OOor M E K do min a nt n egativ e
e xpr e ssio n vecto rs, a nd w er e e xpo s ed to hy po xia for 5
ho ur s. K:B-depe ndent tr a n scriptio n al activ atio n w as
e stim ated by C A Ta ctivity deter min ation . W he n C L lOO
e xpr e ssio n v e ctor w as c otra. n sfected, 斤B-depe ndent
tr a n s criptio n al a ctiv atio n w a sinhibited. But whe n M E K
do min a nt n egativ e e xpr es sio n v e ctor w as c otra n sfe cted,
KB-depe nde nt tr a n s criptio n al a ctiv atio n w as n otinhibited.
ポ ジテ ィ ブ コ ン1 トロ
ー ル と して , Ⅰしl(20ng/ml) を培地中に
添加する と ▲ 30分 で Ⅰ忙Bα ほ プ ロ セ シ ン グさ れ た .
低酸素に 1時間 , 3時 間, 5時 間暴露 さ せ る こ と に よ り ,
Ⅰ斤Bα ほ , プ ロ セ シ ソ グ され た . また , 低酸素に 5時間暴露 させ
た後 , 再酸素化す る こ と に よ り , ⅠにBα の 細胞質内の レ ベ ル ほ ,
未刺激 の レ ベ ル に 復 した .
低酸素化 に よ る ⅠにBα の プ ロ セ シ ン グに お ける , 抗酸化剤で
ある N A Cお よび チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で ある ゲ ニ ス
テ ィ ン の 効果 に つ い て 検討 した 結果を 図1 0に 示 す . N A C お よ
び ゲ ニ ス テ ィ ン の 前投与に よ り , Ⅰ斤Bα の プ ロ セ シ ン グほ 抑 制
され た .
Ⅳ . 低酸素化に よ る N F- K B の活性化に お け る M A Pキ ナ ー
ゼ フ ァ ミ リ ー の 関与
･リ ポ ー タ ー 遺伝 子 (Ⅰし6斤B C A T) と C L-100の 発 現遺伝子
(0･2〟g), ま た ほ , M E K lの ドミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ の 発現遺伝子
(2/唱) を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 細胞 内に 多量発現 させ た
後 , 低酸素化に よ るIL-6遺伝子 の 転写活性を C A Tア ッ セ イ に
て 測定 した 結果を図11に 示 す .
C L lOOの 発 現遺伝子 を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, 多量発現
させ る こ とに よ り , 低酸素 に よ る Ⅰし6 遺伝子 の 転写活性化 ほ
抑制 され た . しか し
,
M E Kl のド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブの 発現遺
伝子 を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し ′ 多量 発現 さ せ る こ と に よ
り, 低酸 素化 に よ る IL-6 遺伝 子 の 転写活性化 は抑制 され な
か っ た .
考 察
甑織 の 虚血 , 再潅流障害 に は , サ イ トカ イ ン や 接着分子が重
要な役割を担 っ て い る と考え られ て い る . そ れ ら の 因子の 障害
過程 は , 次の よ う に 6段階 に 分けて 考 え る こ とが で き る22). ま
ず第 1段階で ほ , 虚血 お よ び 再港流 に 伴 い 血 管内皮や マ ク ロ
フ ァ ー ジな どか らい く つ か の 化学走化性因子 が産生 される . そ
の なか で も補体成分 の C 5a, ロ イ コ ト リ ェ ン B4(1e ukotrie n e
B4, L T B.), 血 小 板活性化 田子 (platelet activ ating fa cto r,
P A F), お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン ー1 (interle ukin-1, I L-1),
T N トα,Ⅰし8 等の 種 々 の サ イ ト カ イ ン の 産 生が再潅流時の 初期
に お い て重要で あると考 え られて い る23 卜 27). 産生され た こ れ ら
の 因子 に よ り, 好中球が再濯流を受けた観織 に 集積す る. 第 2
段幡で は , 産生され た化学走化性因子に よ り好中球の 活性化が
行わ れ る . すな わ ち , LTB4, P A F, 種々 の サ イ ト カ イ ン な どに
よ り 刺激 さ れ た 好中球 に Ma c-1, リ ン パ 球磯 能関連 抗原
(1ym phocyte-fu n ctio n a,S SO Ciateda ntige n
-1, L F A-1)な どの 接着
分子の 発現増強が認め られ る . 第 3段階で ほ 上 擦着分子を介 し
た 好中球の 内皮細胞上 に おけ る ロ ー リ ン グ およ び 初期接着が行
わ れ る . ロ ー リ ン グ現象は t 内皮細胞 上 の P- セ レ ク チ ン や E一
セ レ ク チ ン を 介した 接着に よ り誘導され 細 , また , 好 中球 上 の
L-セ レ ク チ ン に 対する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で 阻害され る2¢) こ と
か ら , こ れ ら3穫の セ レ ク チ ン が 重要な役割を担 っ て い る と考
え られ て い る . 第 4 段隋で ほ , 活性 化 され た L F A-1, M ac-1,
IC A M-1 な どの 接着分子 を介 した 好中球 の 血 管内皮細胞 へ の 接
着が 認め られ る . こ れ らの 接着分子の 発現量ほ炎症性 サ イ ト カ
イ ン の IL-1, T N F-α や イ ン タ ー フ ェ ロ ン Tー (interfer o n-T,
IF N-r)な どの 刺激 に よ り増加するユ0). 第 5段 階で は , 血 管内皮
細胞に 接着 した好中球の 血管内皮を越 えた 血 管外 へ の 遁走が行
わ れ る . こ の 道走は L F A-1, Ma c-1 とIC A M-1 の 相互 作用 を介
して 起 こ る紺 . 変形 した好中球 が内皮細胞を通過す る際 に は l
隣 り合う 内皮細胞間の 解離に よる 血管透過性冗進 を伴 う . 血管
透過性 の 先進は , IL-1, T N F一α, 顆粒球 コ ロ ニ ー 形成刺激因子
(gr a n ulo cyte c ol ny- Stim ulating fa ctor, G-C S F),IL-6 な どの サ
イ ト カイ ン に よ り誘導され る32卜 331
第 6段階は , 血 管外に 遊走 した 好中球に よ る 細胞障害 で あ
る . 虚血 後再濯流に よ る組織障害に は活性酸素の 発生が重要で




すなわ ち , 虚血 , 再湾流障害の 過程 に お い て , 種 々 の サ イ ト
カ イ ン およ び接着分子が重要な役割を 担 っ て い る と考 え られ
る . そ して , T N F-α.IF N-T, G-C S F,Ⅰし6,Ⅰし8等 の サ イ トカ イ
ン 遺伝 子お よ びIC A M-1, V C A M-1, E-セ レ ク チ ン 等の 接着分子
遺伝子の 発現誘導に は , 転写因子 N F-〟B の 活性化が必 要 で あ
る こ とか ら
11卜 l 脚 ､ 38)
, 虚血 , 再港流障害 に N トにB 活性化の 関与
が強く示唆され る . しか し, 虚血 , 再濯流時の これ らの 遺伝子
の 転写活性化の 磯序に つ い て検討 した報告は な い . そ こ で , 本
実験 で ほ l 低酸素化お よび再 酸素化と ＼F一片B 活性化 の 関与 ,
な らび に , そ の 儀序に つ い て 基礎的検討を お こ な っ た .
N F代B は分子 量約5 万の p50 と約6.5 万の p65の 2 つ の サ ブ
ユ ニ ッ トか ら な り
3 摘 -
, 細胞質で ほ Ⅰ片Bα と よ ば れ るイ ン ヒ ビ
タ ー と結 合 した 不 活性 な状態 で 存在 し て い る が 仙 , IL-1 や
T ＼トα な どの 炎症性サ イ ト カ イ ン , 種 々 の 酸化 ス ト レ ス , 放射
線, 紫外線, な どの 多様な有害 ス ト レ ス に よ っ て , Ⅰ斤Bα が リ ン
酸化 な どの 修飾を 受けて 不括化さ れ42 卜 44), そ の 結 果 N F一忙B は
核 内に 移行 し, 種々 の 遺伝子 の 転写活性化に 働く と い う モ デ ル
が考 え られ て い る .
本実験で ほ ポ ジテ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て Ⅰしl 刺激 を行い ,
C A Tア ヅ セ イ , E M S A, ウ ェ ス タ ン ブ ッ ロ ッ ト でⅠし6遺伝子
の 転写活性化 , N F-KB の D N A結合活性 の 増強 , IKBa の プ ロ
セ シ ン グを認め た . これ は He山ほ1ら4 3)の 実験結果 と 一 致する .
低酸素化 に よ る刺激で は , Ⅰし6 遺伝子の 転写活性化は経時的
60
に 増強 した が , 〝B 配列の 変異型を リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と して 用
い ると 転写活性化を認 め なか っ た . こ の 結果は ▲ 低酸素化に よ
り , 〟B 配列 を介 して Ⅰし6遺伝子の 発現が誘導 され る こ とを 示
して い る . また , 低酸素暴露中, N F一にB の D N■A 結合活性が増
強 し, Ⅰ斤Bα の プ ロ セ シ ン グが進行 して い た こ と , さ ら に , コ ン
ペ テ ィ シ ョ ソ ア ッ セ イ お よび ス ー パ
ー シ フ トア ヅ セ イ の 結 果か
らⅠし6 遺伝子の にB 配列 に 結合 した 蛋白質が N F-〟B である と
同定 され た こ と か ら, 低酸素刺激 に よ り Ⅰ忙Bα が プ ロ セ シ ン グ
を 受け , N F沃B が核内に 移行す る こ と に よ り ,IL-6遺伝子が発
現誘導 され る こ と が 示 唆された .
ま た , 低酸素暴露後 , 再酸素化す る こ と に よ り , NF
一 差B の
D N A結合活性 は消失 し, 低酸素中に プ ロ セ シ ン グ さ れ て い た
ⅠにBα は再合成 され , 未刺激の 状態 に復 し た こ と か ら , N F- KB
は低酸素化 に よ り活性化 され , 再酸素化 に よ り元に 復す る こ と
が 明らか とな っ た .
再潅流障害 の 一 機序と して , 虚血 中に , N F一にB が活性化 され
る こ と に よ り T N F-a .IFN-T, G-C S F,IL-6,IL-8等 の サ イ ト カ イ
ン 遺伝子や IC A M-l, V C A M-1, E- セ レ ク チ ン 等 の 接着分子遺伝
子の 発現諌導 が既 に 開始 され て お り , 血 流再開後 に , 好中球を
主 体と した 白血球 の 活性化 , 血 管内皮細胞の 活性化 , サ イ トカ
イ ン ネ ッ ト ワ ー ク の 増幅 ∴接着分子の 発現増強が お こ り ト 組織
障害が進行す る と考えられた . しか し , その 詳細な 畿序に つ い
て ほ今後の 検討が必要 で ある .
Schr e ck ら45)は , IL-1, T N F-α , ホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル , 過 酸化
水素な どの 種 々 の ス ト レ ス に よ る N F一 片B の 積性化が N A Cや
プチ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア リ ゾ ー ル な どの 抗酸化剤に よ っ て ブ ロ ッ
ク される こ と か ら, 種 々 の ス ト レ ス に よ り細胞内で活性化酸素
が生成 され , こ れ が 何 らか の 形で N F一 片B の 活性化 に 関与 して
い る こ とを 報告して い る . 本実験に お い ても , 抗酸化剤 であ る
N A C, ト コ フ ェ ロ
ー ル を 低酸素刺激前に 投与す る こ と に よ り ,
低酸素化 に よ る N F一招 の 活性化は抑制された こ とか ら , 低酸
素刺激に よ る N F-〟B 活性化の 経路に活性化酸素が関与 し て い
る可 能性が 示 唆さ れた . また , チ ロ シ ソ キナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ →
で ある ダ ニ ス テ イ ン 購) を前投与する こ と に よ り , N F一片B の 活性
化が抑制 された こ と か ら, 低酸素刺激に よ る N F- だB 活性化の
シ グナ ル 伝達経路 に チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ が 関与 して い る可 能性が
示 唆 され た . こ れ ら の 結果ほ , 抗酸化剤や チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ イ
ン ヒ ビ タ ー が虚血 , 再潜流障害の 予防 に 有効である可 能性 を示
酸 して い る .
最近 , M A P キナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー が , N Fィ B の 活性化 と共通
する刺激 , 即ち , IL-1, T N F- α 等 の サ イ ト カ イ ン , 紫 外線照
射, リ ボ多糖類(1ipopolys a c charide, L P S) 等の 刺激 で活性化 さ
れ る こ とが 報告 さ れ て い る
榊 l-
. そ こ で , 低酸 素刺激 に よ る
N F- XB 活性化 に おけ る M A P キナ ー ゼ フ ァ ミ リ ～ の 関与 に つ
い て 検討す る目的 で , M A P キナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 特 異的 な
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る Cし100
52) の 発 現 遺伝 子 お よ び
M E K153)の ドミ ナ ン トネ ガテ ィ ブ の 発現遺伝子 を リ ポ ー タ ー 遺
伝子(IL-6KB C A T) と コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し多量発現 さ せ
た後 , 低酸素 に 暴露 させ , I L-6遺伝子の 転写活性を C A Tア ッ
セ イ に て測定 した . そ の 練 乳 低酸素化 に よ るⅠし6遺伝子 の 転
写活性化は , C L-1 00の 多畢発現 に よ り抑制 さ れ た が , M E K l
ドミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ の 多量発現に よ っ て は 抑制 されなか っ
七 . M E K ほ M A P 車ナ
ー ゼ フ ァ ミ リ M の う ち細胞外 シ グナ ル
規定 キ ナ ー ゼ (extr a c ellular sign aトr egulated kinase, E R K)の チ
ロ シ ソ
,
ス レ オ ニ ソ 残基 を リ ン 酸 化 し, こ れ を 活 性化す る
M A P Kキ ナ ー ゼ で ある53}こ とか ら , 低 酸素刺激 に よ る NF一 忙B
活性化 の シ グナ ル 伝達経路に E R K以外の M AP キ ナ ー ゼ フ ァ
ミ リ ー , 例えば, p3851),JN K
50)等が 関与 して い る可 能性が 示 唆 さ
れ た .
結 論
虚血 , 再濯流障害に お ける N F代B の 関与に つ い て 検 討す る
目的で , Ⅰし6 遺伝子を指標に して , 低酸素化 , 再酸素化に よ る
N F一差B の 括性化 に つ い て 研究 し , 以下 の 知見 を得 た .
1 . 低酸 素化 に よ っ て , 転 写 因子 N F一にB 活性化 に よ る
Ⅰし6遺伝子 の 転写活性 は経時的 に 増強 し , 低酸素開始後5時間
で は , コ ン ト ロ
ー ル に比 べ 約 5倍 まで 転写活性が増強 した .
2 . 転写因子 N F一 にB の 活性化 は , 再酸素化 に よ り , 元に 復 し
た .
3 . 低酸素化 に よ る N F一 にB の 活性化 は ▲ 抗 酸化剤 で ある
N A C, ト コ フ ェ ロ
ー ル
, チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー で あ る
ゲ ニ ス テ ィ ンiこ よ っ て 抑制 され た .
4 . 低酸 素化 に よ る N F- KB 活性化は , M A P キナ
ー ゼ フ ァ ミ
リ ー に 特異的な フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ で ある C L lOOの 多量発現 に
ょ り抑制 され た が , M E K l ドミ ナ ン ト ネ ガテ ィ ブの 多量発現に
よ っ ては 抑制 されな か っ た .
以上 よ り , 虚血 , 再湾流障害の 一 枚 序と して , 低酸素化に よ
る 転写国子 N F一片B の 活 性化 の 関与が 示 唆 され た .
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Abstra tt
One of the m o s timport an tCOmplic ations after organ tran SPlan taion is graftdam age CauS ed byischemia+rePerfusion
lnJury･ Altho ughthe details ofthe m echanis m s u nderlying organ lqury u nderische mia andreperfusion are notyet
understo od, CytOkin es n am ely TNF- q INF-γ G-CSF,lL
-6,IL-8 andadhesion m olecules such asIC A M-1, V CA M-1, andE-
S ele ctin ap peartObeprimary m ediators ofreperfusionlnJury ･ T be expresion of these cytokine andadhesion m olec ule genes
is regulatedby the n uclearfactor KB(N F- XB)･ In this study, the e蝕 ct ofhypoxia andre oxyge n adonon the activ ation ofN F-
XB w asinv estigated. Mo us eし T K
-
c ells w ere tr an Sfectedwithreporterge neplasmidspossesslng three KB binding sites of
I L-6pr o m ot r(IL,6 xBC AT) and three m utantxB sites(pxB mt), e XPOSed tohypo xiafor v ariousdm es, and then assayedfor
CAT activity. Cells tr an Sfected withI L6 xBC ATincre ased their CAT acdvity5-fbldafter a5-ho u r e xposure to hypoxia･
W henpxB m twa s tr an Sfbcted, n O tr an S Crlptionalactiv ation by hypoxia wa s observed･
r
mu S,hypox lainduce s成 一dependent
transcription al activatio n of I L
-6 gen e･ Electrophoretic m obility shift assays dem o n stra tethat hypoxiaindu cesNF- XB
binding actlVlty tOthe xB sitebutre o xygenationdoes n ot･ W este rnb10t analysisindic ates that IxB α pr OCeSS mglSinduced
byhypoxiabutn otbyreo xy genation･ To thispoln t, these anlysesindic ate thathypoxia c ausesthe processlng Of I畑 α and
the nucle ar tr an Sloc ation of N F- XB andenl1 an CeSthe KB -dependent tran S Cnpdon alactivation ofIL-6gene. Pr etr e a t m e n t of
cells withtyrosin ekin aseinhibitors and antio xioda ntsinhibited N F- XB activ ation by hypoxia, Sug geSting dlat tyrOSin e
kinases andreactive o xygeneinte rm ediates m aybeinv oIvedin N F- XB activation･ T he o vere xpression ofC L
-10 whichis
pote nt andspeCificin activ ator of M A P kina s ein hibited the activadon of N F
- XB byhypoxia･bu tthedo minant n egative al 1ele
of M E Kdid n ot, SuggeSting 血atthe hypo xia-indu ced pathw ay ofN F- KB induction may be dependenton the otherMAP
kin as efamilyr atherthan E R X■ Tbes e result sug gestthatthe activ ation of N F
一 成 byhypoxiaisinvoIvedin the m echanis m
Ofische mia-reperfusio nlqury･
